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ВЛИЯНИЕ АТФ IN VITRO НА РАСЩЕПЛЕНИЕ БЕЛКОВ СУБСТРАТОВ  
СУПЕРНАТАНТАМИ ГОМОГЕНАТОВ КЛЕТОК CHLORELLA VULGARIS 
 
Аннотация. Впервые установлено, что расщепление казеина и фибриногена протеиназами 
безъядерных супернатантов гомогенатов клеток Chlorella vulgaris заметно изменяется в при-
сутствии аденозинтрифосфата (АТФ) в диапазоне концентраций 10–2–10–8 М. Эффект зависит 
от используемого белка–субстрата и выражен при использования как казеина, так и фибриноге-
на. Концентрационная зависимость носит сложный характер и включает не только зоны выра-
женного увеличения интенсивности протеолиза в случае казеина, но и его угнетения в случае 
фибриногена. Увеличение зон лизиса при расщеплении казеина в присутствии АТФ составила5,4–
38,5%, тогда как активность лизиса фибриногена при данном эффекторе уменьшилась на 2,9–
29,2% в сравнении с контролем. Раскрытие такой особенности эффект аденозинтрифосфата 
требует дальнейших углубленных исследований. 
 
Введение. В последние десятилетия зеленую микроводоросль Chlorella рассматривают как бо-
гатейший источник белковых веществ, витаминов, микроэлементов и других биологически актив-
ных веществ. Она составляет перспективный промышленный биотехнологический ресурс в каче-
стве витаминно–кормовой добавки в рационе питания сельскохозяйственных животных, птицы, 
для получения препаратов тонкой химии, медицины, парфюмерии, в прикладных исследованиях и 
т.д. [1; 2; 3; 4; 5]. Белок хлореллы является белком высокого качества, представлен всеми необхо-
димыми аминокислотами, в том числе и незаменимыми для человека, а по энергетической и био-
логической ценности его можно приравнять к мясокостной муке [6]. 
В настоящее время в литературе описан ряд оригинальных технологий с учетом биологических 
и морфологических характеристик выращивания хлореллы, не требующей больших трудозатрат 
[7]. Однако оптимизация технологий и процессов культивирования данной микроводоросли 
настоятельно требует раскрытия особенностей регуляции развития хлореллы и ее метаболизма на 
молекулярном уровне. К одним из важных механизмов регуляции относится система протеолиза. 
Несмотря на чрезвычайно большую значимость протеолиза в жизнедеятельности всех типов орга-
низмов, включая одноклеточные, познание механизмов регуляции протеолитических реакций на 
молекулярном, клеточном и системном уровнях далеки от решения. 
Данные литературы об организации системы протеолиза у Chlorella vulgaris немногочисленны. 
Нами было установлено, что супернатанты хлореллы способны расщеплять казеин, гемоглобин, 
фибриноген, желатин в нейтральной среде [8]. Между тем, материалы о влиянии эффекторов на 
уровень протеолитической активности микроводорослей практически отсутствуют. 
В живых организмах существует целая группа органических фосфатов, гидролиз которых при-
водит к освобождению большого количества свободной энергии, среди них и аденозинтрифосфат 
(АТФ), выступающий в роли донора энергии в эндергонических реакциях многих анаболических 
процессов в клетке. Кроме того, АТФ является аллостерическим эффектором ряда ферментов, 
способна усиливать или подавлять их активность [9; 10]. 
В литературе описано влияние АТФ на расщепление желатина, альбумина, фибриногена быка, 
фибриногена человека, казеина, гемоглобина госпитальными штаммами Pseudomonas aeruginosa. 
Причем в экспериментах наблюдалось как усиление, так и угнетение протеолитической активно-
сти [11]. Описан ряд случаев ингибирования АТР в концентрации 10–3 М протеолитической актив-
ности пепсина, металлопротеиназы бацилл, а при большей концентрации нуклеотида – активности 
трипсина, химотрипсина, пепсина. Направленность и сила эффекта существенно зависели от бел-
ка–субстрата [12]. 
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Какое влияние оказывает АТФ на расщепление белков протеиназами водорослей, еще мало из-
вестно, что диктует необходимость дальнейших исследований данного эффекта. 
Целью настоящей работы явилось выявление особенностей влияния аденозинтрифосфата на 
протеолитическую активность безъядерной фракции супернатантов гомогенатов клеток микрово-
доросли Chlorella vulgaris. 
Матодика и объекты исследования. Исследования проводили на культуре микроводоросли 
Ch.vulgaris, штамм IBCEC–19 из коллекции водорослей Института биофизики и клеточной инже-
нерии НАН Беларуси, предоставленный сотрудниками Республиканского центра альгологии. 
В работе использовали казеин по Гаммерстену (Россия), фибриноген человека фирмы «Sigma» 
(США), АТФ фирмы «Carl Roth» (Германия), бактоагар фирмы «Melford» (США), яичный альбу-
мин «Carl Roth» (Германия), кумаси ярко–голубой (Coomassie Blue Brilliant G–250) «Appli Chem» 
(Германия) и другие реактивы производства стран СНГ марки «хч»1. 
Ch.vulgaris выращивали в условиях периодической культуры на среде Тамийя (Tamiya) [13] в 
сосудах объемом 1 л, при температуре окружающей среды 25–26 0С, толщина слоя 10 см. Культи-
вирование микроводоросли осуществляли при непрерывном барботировании суспензии воздухом 
со скоростью 25 л/ч с помощью аквариумного компрессора HAILEA АСО–003; освещенность на 
поверхности сосуда (газоразрядные ртутные лампы низкого давления холодного дневного света 
PHILIPSTDL 18W/3) – 32 Вт/м2; продолжительность световых и темновых фаз (12ч/12ч) регулиро-
вали автоматически, используя программируемый таймер РТНWDG 03. Концентрацию клеток 
хлореллы определяли визуально под микроскопом Микмед–5 ЛОМО (×40) с помощью камеры 
Горяева [14]. 
На 7 сутки культивирования отбирали аликвоты культуры, содержащие по 65  0,38 млн/мл 
клеток, трижды отмывали их дистиллированной водой, центрифугируя в течение 20 мин при 3000 
об/мин. 
Клетки Ch.vulgaris разрушали в гомогенизаторе Поттера–Эльвейема на льду с добавлением 0,5 
мл бидистиллированной воды. Экстракцию белка проводили в течение 45–50 мин при 4 0С, пере-
мешивая гомогенат каждые 10 мин. Затем полученный гомогенат центрифугировали 10 минут при 
4
0С и 8000 об/мин. Концентрацию белка в супернатантах микроводоросли определяли колоримет-
рическим методом.  
Ход определения концентрации белка: супернатант Ch.vulgaris объемом 10 мкл прибавляли к 5 
мл реактива Bradford [15], перемешивали и оставляли при комнатной температуре строго на 10 
мин. Оптическую плотность определяли на спектрофотометре Саrу 50 Scan при длине волны 
595нм. В качестве раствора сравнения вместо образца брали аналогичное количество бидистилли-
рованной воды. Содержание белка в пробе (мг/л) определяли по калибровочному графику, кото-
рый строили, используя яичный альбумин, как описано ранее [16]. Измерения проводили в трех 
биологических и в трех аналитических повторностях. 
Протеолитическую активность полученных супернатантов хлореллы определяли по лизису 
фибриногена или казеина в тонком слое агарового геля, как было описано ранее [17]. 
В качестве растворителя при приготовлении белок–агаровых пластин использовали 0,15 М рас-
твор хлорида натрия (рН 7,4), с добавлением АТФ в диапозоне концентраций – 10–8–10–2 М. Кон-
тролем служил 0,15 М раствор хлорида натрия (рН 7,4) без добавок АТФ. Концентрация белков в 
белок–агаровой смеси составила – 10 г/л, агар–агара – 10 г/л. 
Объем наносимого образца на готовые белок–агаровые пластины супернатантов клеток хло-
реллы – 10 мкл. Время инкубирования пластин с нанесенными пробами 20 ч при температуре 
37 
0С. Зоны лизиса визуализировали обработкой белок–агаровых пластин 1 н соляной кислотой. 
Все эксперименты выполнены не менее чем четырехкратно. Полученные результаты обработа-
ны математически и статистически с использованием программ MS Exсel 2010, Statistica 6.0, Origin 
6.1. 
Результаты исследования представлены как отношение площади расщепления эксперименталь-
ных белок–агаровых пластин к контрольным образцам (без присутствия АТФ). 
Результаты и их обсуждение. В полученных безъядерных супернатантах гомогенатов клеток 
Ch.vulgaris концентрация белка составила 1,12 ± 0,001 мг/л. Данные супернатанты микроводорос-
ли обладали протеолитической активностью при рН 7,4 и способны были расщеплять оба белка–
субстрата (казеин и фибриноген), что подтверждает ранее полученные нами данные [18; 19]. 
                                               
1«хч» – химически чистые. 
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Площади лизиса белков в контроле отличались незначительно, хотя казеин подвергался гидро-
лизу менее интенсивно, чем фибриноген (таблица).  
Введение ионов аденозинтрифосфата оказало заметное действие на интенсивность расщепле-
ния супернатантами гомогенатов клеток хлореллы как казеина, так и фибриногена. Причем актив-
ность расщепления этих двух белков существенно различались. 
 
Таблица – Расщепление белков–субстратов cупернатантами гомогенатов клеток Ch. vulgarisв при-
сутствии АТФ 
 
Концентрация ионов АТФ, 
М 
Площадь лизиса белков–субстратов, мм2 
казеина фибриногена 
Контроль 
10
–2
 
10
–3
 
10
–4
 
10
–5
 
10
–6 
10
–7
 
10
–8
 
65,5 ± 3,8 
77,4 ± 1,1* 
76,7 ± 6,7 
84,2 ± 4,1* 
80,6 ± 4,2* 
69,0 ± 2,4 
71,6 ± 3,4 
90,7 ± 2,5* 
66,2 ± 2,8 
52,0 ± 1,2* 
58,7 ± 2,5 
64,3 ± 1,7 
50,9 ± 0,6* 
60,9 ± 3,3 
59,4 ± 2,0 
46,8 ± 1,3* 
Примечание – *– изменения статистически достоверны при Р ≤ 0,05 
 
Фибринолитическая активность супернатантов Ch. vulgaris подавлялась в присутствии АТФ 
при всех исследуемых концентрациях (10–2–10–8 М), а казеинолитическая при данных концентра-
циях эффектора росла. 
Так, изменения активности супернатантов клеток хлореллы при расщеплении казеина в при-
сутствии АТФ носила трехфазный характер. Увеличение зон лизиса на 18,3–23,1%, на 5,4–38,5% 
наблюдалось при концентрации аденозинтрифосфата 10–2–10–5М, 10–6–10–8 М соответственно, в то 
время как при концентрации эффектора 10–6 М активность расщепления казеина возросла лишь на 
5,4% по сравнению с контролем (таблица, рисунок). 
Изменение фибринолитической активности было четырехфазным. 
При концентрации АТФ 10–2–10–4 М активность лизиса фибриногена уменьшилась с 21,4 до 
2,9%; при 10–4–10–5 М – с 2,9 до 23,1%; при 10–5–10–7 М – с 23,1 до 10,2%, а при 10–7 –10–8 М – с 
10,2 до 29,2% в сравнении с контролем (таблица, рисунок). 
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Рисунок – Изменения интенсивности (% к контролю, принятому за 100%) расщепления казеина(1) 
или фибриногена (2) супернатантами гомогенатов клеток Ch. vulgaris при добавлении АТФ, рН 7,4 
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Выводы. Результаты проведенных исследований показали, что расщепление фибриногена и 
казеина протеиназами безъядерных супернатантов гомогенатов клеток Chlorella vulgaris заметно 
изменяется в присутствии аденозинтрифосфата. Эффект зависит от используемого белка–
субстрата. Концентрационная зависимость носит сложный характер. Зоны выраженного увеличе-
ния интенсивности протеолиза наблюдались в случае казеина, а угнетения – в случае фибриноге-
на. Раскрытие такой особенности эффекта АТФ требует дальнейших углубленных исследований. 
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ILYUCHYK I.A. 
 
INFLUENCE OF ATP IN VITRO ON SPLIT PROTEIN PROTEINS SPLITTING BY 
SUPERNATANTS OF HOMOGENATES OF CHLORELLA VULGARIS CELLS 
 
 
Summary. It was first established that casein and fibrinogen are cleaved in the presence of ATP by 
proteinases of Chlorella vulgaris cell homogenates. ATP markedly changed the areas of protein lysis in 
the concentration range of 10
–2–10–8 M. The effect depends on the substrate protein. Dependence is 
complex. 
 In the case of casein, proteolysis intensifies. In the case of fibrinogen – weaken. The increase in lysis 
zones during the cleavage of casein in the presence of ATP was 5,4–38,5%. The decrease in the lysis 
zones during the cleavage of fibrinogen in the presence of ATP was 2,9–29,2%. The specific features of 
the effect of adenosine triphosphate need further research. 
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